( Re c e i v e d J a n u a r y 6 , 2 0 1 0 ) ABST RACT -T o l l -l i k e r e c e p t o r s ( T L Rs ) r e c o g n i z e t h e p a t h o g e n -a s s o c i a t e d mo l e c u l a r p a t t e r n s ( P A MP s ) a n d p l a y a p i v o t a l r o l e i n mo d u l a t i n g t h e i mmu n e r e s p o n s e a g a i n s t i n v a d i n g p a t h o g e n s . T o d a t e , ma n y t e l e o s t T L Rs h a v e b e e n i d e n t i f i e d b y g e n o me a n d t r a n s c r i p t o me a n a l y s i s . T h e o r t h o l o g s i n v o l v e d i n t h e T L R s i g n a l i n g s h a v e a l s o b e e n i d e n t i f i e d i n t e l e o s t s . T h e c o mp a r i s o n o f t h e T L R f u n ct i o n s i n t e l e o s t s a n d ma mma l s ma y p r o v i d e s i g n i f i c a n t i n f o r ma t i o n t h a t wi l l a i d o u r u n d e r s t a n d i n g o f h o s tp a t h o g e n i n t e r a c t i o n s i n t e l e o s t s . I n t h i s p a p e r , we s u mma r i z e o f t h e l i t e r a t u r e r e g a r d i n g t e l e o s t T L Rs , f o c u s i n g o n t h e s i mi l a r i t i e s a n d d i f f e r e n c e s b e t we e n T L R me c h a n i s ms i n t e l e o s t s a n d ma mma l s .
T h e v e r t e b r a t e i mmu n e s y s t e m i s d i v i d e d i n t o t h e
i n n a t e i mmu n e s y s t e m a n d t h e a c q u i r e d i mmu n e s y s t e m. I n t h e a c q u i r e d i mmu n e s y s t e m, t h e a n t i g e n r e c e p t o r s ( i n c l u d i n g i mmu n o g l o b u l i n s a n d T c e l l r e c e pt o r s ) d i s c r i mi n a t e b e t we e n s e l f -a n d n o n -s e l f a n t i g e n s . T h e s e a n t i g e n r e c e p t o r s r e c o g n i z e s p e c i f i c a l l y a b r o a d r a n g e o f s u b s t a n c e s u t i l i z i n g t h e i r s t r u c t u r a l v a r i a t i o n g e n e r a t e d b y g e n e r e a r r a n g e me n t , c o n v e r s i o n a n d h y p e r mu t a t i o n ( Da v i s a n d Ch i e n , 2 0 0 3 ; Ma x , 2 0 0 3 ) . Ho we v e r , t h e a n t i g e n r e c e p t o r i n i n n a t e i mmu n e s y s t e m t a r g e t t h e c o n s e r v e d mo l e c u l a r p a t t e r n s ( p a t h o g e na s s o c i a t e d mo l e c u l a r p a t t e r n s , P A MP s ) f o u n d i n mi c r oo r g a n i s ms ( A k i r a e t a l . , 2 0 0 6 ) . P A MPs a r e e s s e n t i a l f o r mi c r o b i a l s u r v i v a l a n d a r e c o n s e r v e d i n ma n y mi c r o o r g a n i s ms . T h e y a r e r e c o g n i z e d b y a n t i g e n r e c e p t o r s , wh i c h a r e t h e r e f o r e c a l l e d p a t t e r n r e c o g n i t i o n r e c e p t o r s ( PRRs ) ( Me d z h i t o v a n d J a n e wa y , 1 9 9 7 ) . T h e r e c o g n i t i o n o f c o n s e r v e d s t r u c t u r e s i n mi c r o o r g a ni s ms i s a d v a n t a g e o u s b e c a u s e i t a l l o ws t h e h o s t i n n a t e i mmu n e s y s t e m t o r e c o g n i z e ma n y d i f f e r e n t mi c r o o r g a ni s ms u s i n g a l i mi t e d n u mb e r o f P RRs ( A k i r a e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e ma mma l i a n P RRs , wh i c h a r e c a l l e d T o l l -l i k e r e c e p
t o r s ( T L Rs ) , a r e h o mo l o g u e s o f t h e Dr o s o p h i l a T o l l r e c e p t o r . T h e Dr o s o p h i l a T o l l r e c e p t o r wa s i n i t i a l l y i d e n t i f i e d a s a r e c e p t o r e s s e n t i a l f o r d o r s o -v e n t r a l p o l a ri t y d u r i n g d e v e l o p me n t , a n d wa s f i r s t s h o wn t o p a r t i c i -
p a t e i n t h e i n n a t e i mmu n e r e s p o n s e s a g a i n s t f u n g a l i n f e c t i o n s ( L e ma i t r e e t a l . , 1 9 9 6 ) . T o d a t e , a t o t a l o f 1 0 T L Rs ( T L R1 t o 1 0 ) a n d 1 2 T L Rs ( T L R1 t o 9 a n d 1 1 t o 1 3 ) h a v e b e e n i d e n t i f i e d f r o m h u ma n ( Ho mo s a p i e n s ) a n d mo u s e ( Mu s mu s c u l u s ) , r e s p e c t i v e l y . T h e s e ma mma l i a n T L Rs a r e wi d e l y d i s t r i b u t e d o n t h e c e l l s u r f a c e s a n d o n t h e e n d o s o ma l me mb r a n e s o f i mmu n e c e l l s , i n c l u d i n g ma c r o p h a g e s , d e n d r i t i c c e l l s ( DCs ) , B c e l l s a n d s p e c i f i c t y p e s o f T c e l l s . Bo t h f i b r o b l a s t s a n d e p i t h e l i a l c e l l s , wh i c h a r e n o n -i mmu n e c e l l s , a l s o e x p r e s s T L Rs ( I wa s a k i a n d Me d z h i t o v , 2 0 0 4 ; A k i r a e t a l . , 2 0 0 6 ) . E a c h ma mma l i a n T L R s p e c i f i c a l l y r e c o g n i z e a p a rt i c u l a r P AMP ( I s h i i e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h e r e c o g n i t i o n o f l i g a n d s b y t h e T L Rs i n i t i a t e s mu l t i p l e i n t r a c e l l u l a r s i g n a li n g p a t h wa y s . T h e s e a r e c a t e g o r i z e d i n t o t wo ma j o r s i g n a l i n g p a t h wa y s : t h e my e l o i d d i f f e r e n t i a t i o n f a c t o r 8 8 ( My D8 8 ) -d e p e n d e n t p a t h wa y a n d t h e My D8 8 -i n d e p e n de n t p a t h wa y ( o r T RI F -d e p e n d e n t p a t h wa y ) . T h e s e T L R s i g n a l i n g p a t h wa y s a r e r e g u l a t e d b y v a r i o u s c o mb in a t i o n s o f a d a p t e r mo l e c u l e s , i mmu n e k i n a s e s a n d t r a ns c r i p t i o n f a c t o r s . I t i s g e n e r a l l y a g r e e d t h a t t h e c o mp l e x a n d mu l t i p l e me c h a n i s ms o f t h e s e T L R s i g n a l p a t h wa y s a r e t i g h t l y c o n t r o l l e d s o t h a t t h e y o n l y e l i c i t s p e c i f i c i n n a t e i mmu n e r e s p o n s e s a g a i n s t p a r t i c u l a r p a t h o g e n s ( K a wa i a n d A k i r a , 2 0 0 7 ) . Re c e n t s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h e i mp o r t a n c e o f t h e T L R-c o n t r o l l e d i n n a t e i mmu n e r e s p o n s e s i n t h e o r c h e s t r a t i o n o f s u b s eq u e n t a c q u i r e d i mmu n e r e s p o n s e s ( I wa s a k i a n d 魚病研究 F i s h P a t h o l o g y , 4 5 ( 1 ) , 1 -1 6 , 2 0 1 0 . 3 © 2 0 1 0 T h e J a p a n e s e S o c i e t y o f F i s h P a t h o l o g y
E v i d e n c e o f Mo l e c u l a r T o l l -l i k e Re c e p t o r Me c h a n i s ms i n T e l e o s t s
T o mo k a z u T a k a n o 1 * , S e o n g Do n Hwa n g 
a n d Mo t o h i k o S a n o Me d z h i t o v , 2 0 0 4 ) . He n c e , t h e s t u d i e s o f T L R me c h an i s ms i s i mp o r t a n t f o r d e v e l o p i n g p o t e n t a n d s p e c i f i c i mmu n o t h e r a p e u t i c me t h o d s a g a i n s t i n f e c t i o u s d i s e a s e s . T h e e x i s t e n c e o f T L R i n t e l e o s t s i s a l s o e v i d e n t . T o d a t e , a t o t a l o f 1 5 T L Rs h a v e b e e n r e p o r t e d i n t e l e o s t s . T h e f i r s t r e p o r t o f a f i s h T L R g e n e a r o s e f r o m
t h e e x p r e s s e d s e q u e n c e t a g ( E S T ) s c r e e n i n g o f a g o l df i s h ( Ca r a s s i u s a u r a t u s ) ma c r o p h a g e s i n 2 0 0 3 ( S t a f f o r d e t a l . , 2 0 0 3 ) . I n t h e s a me y e a r , ma mma l i a n T L R h o mol o g u e s we r e g l o b a l l y s u r v e y e d f r o m t h e d r a f t wh o l e g e n o me s e q u e n c e o f t h e t i g e r p u f f e r ( T a k i f u g u r u b r i pe s ) , a n d f i s h -s p e c i f i c T L Rs we r e i d e n t i f i e d ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ) . Si mi l a r wi t h t i g e r p u f f e r , t h e z e b r a f i s h ( Da n i o r e r i o ) g e n o me h a s d i v e r s i f i e d t y p e s o f T L R g e n e s t h a t h a v e b e e n g e n e r a t e d b y g e n e d u p l i c a t i o n a n d wo u l d f i v e f u r t h e r v a r i a t i o n s b y a l t e r n a t i v e s p l i c i n g ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ) . T L R g e n e s h a v e a l s o b e e n i d e n t i f i e d a n d r e p o r t e d f r o m o t h e r t e l eo s t s p e c i e s , i n c l u d i n g At l a n t i c s a l mo n ( Sa l mo s a l a ) ( T s o i e t a l . , 2 0 0 6 ; K i l e n g e t a l . , 2 0 0 8 ; S k j a e v e l a n d e t a l . , 2 0 0 9 ) , c h a n n e l c a t f i s h ( I c t a l u r u s p u n c t a t u s ) ( B i l o d e a u a n d Wa l d b i e s e r , 2 0 0 5 ; Ba o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 6 ; B a o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 a ; B a o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 b ) , g i l t h e a d s e a b r e a m ( S p a r u s a u r a t a ) ( F r a n c h e t a l . , 2 0 0 6 ) , J a p a n e s e f l o u n d e r ( P a r a l i c h t h y s o l i v a c e u s ) ( Hi r o n o e t a l . , 2 0 0 4 ; T a k a n o e t a l . , 2 0 0 7 ) , r a i n b o w t r o u t ( On c o r h y n c h u s my k i s s ) ( T s u j i t a e t a l . , 2 0 0 4 ; Ro d r i g u e z e t a l . , 2 0 0 5 ; P a l t i e t a l . , 2 0 0 6 ; Or t e g a -V i l l a i z a n e t a l . , 2 0 0 9 ; P a l t i e t a l . , 2 0 0 9 ) , h a l f -s mo o t h t o n g u e s o l e ( Cy n o g l o s s u s s e mil a e v i s ) ( Y u e t a l . , 2 0 0 9 a ) , g r e e n p u f f e r ( T e t r a o d o n n i g r ov i r i d i s ) ( Wu e t a l . , 2 0 0 8 ) a n d y e l l o w c r o a k e r ( P s e u d o s c i a e n a c r o c e a ) ( Y a o e t a l . , 2 0 0 8 ) . I n a d d i t i o n , t h e h o mo l o g s o f a d a p t o r s , i mmu n e k i n a s e s a n d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s t h a t h a v e c r u c i a l r o l e i n T L R s i g n a l h a v e a l s o b e e n i d e n t i f i e d ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; Me j i e r e t a l . , 2 0 0 4 ; T a k a n o e t a l . , 2 0 0 6 ; B a o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 6 ; P u r c e l l e t a l . , 2 0 0 6 ; S t e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e e s s e n t i a l s t r u c t u r e s a n d f u n ct i o n s o f T L Rs a n d t h e i r d o wn s t r e a m s i g n a l i n g r e l a t e d mo l e c u l e s a r e h i g h l y c o n s e r v e d b e t we e n t e l e o s t s a n d ma mma l s . T h u s , t h e T L R s y s t e m f o r s e n s i n g mi c r o o rg a n i s ms i s a l s o d i v e r s e a n d i mp o r t a n t i n t e l e o s t s , a n d h a s s i mi l a r i t i e s wi t h ma mma l s . I n a d d i t i o n , t h e f u n ct i o n a l i mp o r t a n c e o f f i s h -s p e c i f i c T L Rs , s u c h a s t h e s o l ub l e f o r ms o f T L R5 a n d T L R2 2 , a r e b e c o mi n g c l e a r ( T s u j i t a e t a l . , 2 0 0 4 ; Ma t s u o e t a l , 2 0 0 8 ) . T h e r e f o r e , e l u c i d a t i o n o f t h e h o s t -p a t h o g e n i n t e r a c t i o n me c h an i s ms me d i a t e d b y t h e t e l e o s t T L R i s a n i n t r i g u i n g t o p i c a n d ma y l e a d t o t h e d e v e l o p me n t o f a l t e r n a t i v e s t r a t e g y f o r d i s e a s e c o n t r o l i n f i s h f a r mi n g .
T L R s t r u c t u r e
Hi g h s i mi l a r i t i e s a r e o b s e r v e d wh e n T L R s t r u c t u r e s a r e c o mp a r e d b e t we e n t e l e o s t a n d ma mma l s . T h i s ma y b e p a r t i a l l y d u e t o s e l e c t i o n p r e s s u r e e x e r t e d b y t h e i r l i g a n d s , wh i c h a r e p h y s i o l o g i c a l l y d i v e r s e a n d wi d e l y d i s t r i b u t e d i n mi c r o o r g a n i s ms . T L Rs a r e t y p e -I t r a n s me mb r a n e g l y c o p r o t e i n s , wh i c h c o mp r i s e a n N-t e r mi n a l e x t r a c e l l u l a r l e u c i n e -r i c h r e p e a t ( L RR) d o ma i n a n d a C-t e r mi n a l i n t r a c e l l u l a r T o l l / I L -1 r e c e p t o r ( T I R) d o ma i n . T h e L RR d o ma i n i s r e s p o n s i b l e f o r t h e r e c o g n i t i o n o f l i g a n d s s p e c i f i c t o a p a r t i c u l a r p a t h o g e n . T h e L RR i s c o mp o s e d o f 2 0 -4 3 a mi n o a c i d r e s i d u e s a n d i n c l u d e s t h e s e q u e n c e mo t i f ' L x x L x L x x Nx L ' ( Ma t s u s h i ma e t a l . , 2 0 0 7 ; J i n a n d L e e , 2 0 0 8 ) . T h e e x t r a c e l l u l a r d o ma i n s o f a T L R c o n t a i n a b o u t 1 6 -2 8 L RRs t h a t a r e s a n d wi c h e d b e t we e n t h e L RR N-t e r mi n a l ( L RRNT ) d o ma i n a n d t h e L RR C-t e r min a l ( L RRCT ) d o ma i n ( Ma t s u s h i ma e t a l . , 2 0 0 7 ) , s h i e l di n g t h e h y d r o p h o b i c c o r e o f t h e f i r s t L RR. T h e s o l e n o i d -l i k e s t r u c t u r e o f t h e L RR d o ma i n i s i n c l o s e j u xt a p o s i t i o n t o t h e s e L RR a r c s ( B e l l e t a l . , 2 0 0 3 ) . B e l l e t a l . ( 2 0 0 3 ) s u g g e s t e d t h a t t h e v a r i a b l e s e q u e n c e s a n d l e n g t h s o f i n s e r t i o n a r e d e t e r mi n e d b y a r e g i o n o f 1 0 t o 1 5 a mi n o a c i d r e s i d u e s wi t h i n t h e L RR c o n s e n s u s s e q u e n c e . V a r i a t i o n s i n t h e s o l e n o i d -l i k e s t r u c t u r e d u e t o t h e d i f f e r e n t i n s e r t i o n o f t h e L RRs g e n e r a t e d i f f e r e n t c o n f o r ma t i o n s , a n d a r e c o n s i d e r e d t o b e r e l a t e d t o t h e s p e c i f i c P A MP s r e c o g n i t i o n o f T L Rs ( B e l l e t a l . , 2 0 0 3 ) .
Al t h o u g h s p e c i e s -s p e c i f i c c h a r a c t e r i s t i c s we r e o b s e r v e d i n s o me t e l e o s t s , t h e b a s i c s t r u c t u r e o f t h e L RR d
o ma i n i s s u b s t a n t i a l l y s i mi l a r wi t h i n t h e s a me c l a s s o f T L Rs e v e n b e t we e n t e l e o s t T L Rs a n d ma mma li a n T L Rs ( Ma t s u s h i ma e t a l . , 2 0 0 7 ) . F o r i n s t a n c e , t h e r e wa s s i mi l a r i t y i n t h e L RRs o r g a n i z a t i o n a mo n g r a i n b o w t r o u t , z e b r a f i s h a n d h u ma n T L R3 ( Ro d o r i g u e z e t a l . , 2 0 0 5 ) . A Cp G-b i n d i n g mo t i f c o n s i s t i n g o f a n a s p a r t i c a c i d a n d a t y r o s i n e i n t h e 1 7 t h L RR ( L RR1 7 ) f r o m t h e N-t e r mi n u s , wh i c h i s i mp o r t a n t f o r l i g a n d b i n di n g i n mu r i n e T L R9 ( Ru t z e t a l . , 2 0 0 4 ) , wa s a l s o o b s e r v e d i n t e l e o s t T L R9 s e q u e n c e s , i n c l u d i n g t h o s e o f J a p a n e s e f l o u n d e r , g i l t h e a d s e a b r e a m a n d s a l mo n p u t a t i v e T L R9 a mi n o a c i d s e q u e n c e s ( S k j a e v e l a n d e t a l . , 2 0 0 8 ) . An i n s e r t i o n c o n t a i n i n g a CXX C mo t i f a t L RR8 i n T L R9 i s a l s o c o n s e r v e d b e t we e n ma mma l s a n d t e l e o s t s ( S k j a e v e l a n d e t a l . , 2 0 0 8 ) . I n f a c t , t e l e o s t T L R3 a n d 9 a r e s u s c e p t i b l e t o ma mma l i a n T L R3 d o ub l e s t r a n d e d -RNA a g o n i s t s ( Ma t s u o e t a l . , 2 0 0 8 ) a n d ma mma l i a n s i n g l e -s t r a n d e d u n me t h y l a t e d Cp G DNA T L R9 a g o n i s t s ( T a k a n o e t a l . , 2 0 0 7 ) , r e s p e c t i v e l y . He n c e , t e l e o s t T L Rs a p p e a r t o r e c o g n i z e t h e s a me , o r s i mi l a r , l i g a n d s a s t h e i r r e s p e c t i v e ma mma l i a n T L Rs .
T h e i n t r a c e l l u l a r T I R d o ma i n o f ma mma l i a n T L R i s r e p o r t e d t o i n i t i a t e t h e s i g n a l t r a n s d u c t i o n wi t h i t s a d a pt o r p r o t e i n s ( K a wa i e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e T I R d o ma i n s o f b o t h t e l e o s t a n d ma mma l i a n T L Rs a r e c o mp o s e d o f a b o u t 2 0 0 a mi n o a c i d r e s i d u e s . An a n a l y s i s o f t h e z e b r a f i s h a n d h u ma n T I R d o ma i n r e v e a l e d s i g n i f i c a n t a mi n o a c i d s i mi l a r i t y t o e a c h o t h e r ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h e t h r e e f u n c t i o n a l l y i mp o r t a n t r e g i o n s , b o x 1 , 2 a n d 3 , a r e c o n s e r v e d i n T I R d o ma i n o f ma mma l i a n T L Rs ( Ro c k e t a l . , 1 9 9 8 ; O' Ne i l l , 2 0 0 0 ) . T h e i n v o l v e me n t o f t h e s e t h r e e b o x e s t o t h e s i g n a l t r a n s d u c t i o n h a s b e e n c o n f i r me d b y mu t a g e n e s i s s t u d i e s o f h u ma n T L R ( S l a c k e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h e s e b o x e s a r e a l s o h i g h l y c o n s e r v e d i n t h e T I R d o ma i n s o f t e l e o s t T L Rs ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; T a k a n o e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h u s , t h e b a s i c p r o g r a m o f g e n e r e g u l a t i o n b y t h e T L R-s i g n a l i n g p a t h wa y i s b e l i e v e d t o b e c o n s e r v e d a c r o s s t e l e o s t s p e c i e s .
On e o f t h e u n i q u e t e l e o s t T L Rs i s t h e s o l u b l e f o r m o f T L R5 . T h e r e i s n o t r a n s me mb r a n e d o ma i n o r c y t op l a s mi c T I R d o ma i n f o r t h i s r e c e p t o r ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ) , a n d t h e r e b y c o mp l e t e l y l a c k s s i g n a l -t r a n s d u c i n g a b i l i t y . T h e s o l u b l e f o r m T L R5 s e e ms t o b e wi d e l y d i v e r g e d i n t e l e o s t l i n e a g e , b e c a u s e t h e o r t h o l o g o f s o l ub l e f o r m T L R5 we r e a l s o c h a r a c t e r i z e d f r o m c a t f i s h ( B a o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 a ) , t i g e r p u f f e r ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ) a n d s a l mo n i d f i s h ( T s u j i t a e t a l . , 2 0 0 4 ; T s o i e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f t h e s o l u b l e f o r m T L R5 d e mo n s t r a t e s mo r e c l o s e r e l a t i o n wi t h t h e t e l e o s t T L R5 t h a n ma mma l i a n T L R5 , a n d a l s o s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t t h e s o l u b l e f o r m o f T L R5 g e n e s e me r g e d i n t h e f i s h l i n e a g e a f t e r i t s e p a r a t e d f r o m ma mma l s ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ) .
T L R r e p e r t o i r e o f t e l e o s t s
Mo r e me mb e r s o f d i v e r g e d T L R g e n e s , i n c l u d i n g n o v e l T L R g e n e s ( T a b l e 1 ) h a v e b e e n d i s c o v e r e d f r o m t e l e o s t s t h a n t h o s e f r o m ma mma l s . A mo n g o f t e l e o s t T L Rs i d e n t i f i e d s o f a r , T L Rs 1 , 2 , 3 , 5 , 7 , 8 a n d 9 a r e c o mmo n b e t we e n f i s h a n d ma mma l s . Ma mma l i a n T L R4 h o mo l o g u e wa s o n l y s e e n i n z e b r a f i s h ( T a b l e 1 ) a n d r a r e mi n n o w ( Go b i o c y p r i s r a r u s ) . T h i s i s l i k e l y b e c a u s e P AMPs , wh i c h a r e t h e e s s e n t i a l l i g a n d s o f T L Rs , d i d n o t mu t a t e s i g n i f i c a n t l y a s mi c r o b e s n e e d t o ma i n t a i n t h e b a s i c s t r u c t u r e o f t h e s e mo l e c u l e s ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ) .
T h e g e n e s f o r T L R6 a n d 1 0 g e n e s , me mb e r s o f ma mma l i a n T L R1 f a mi l y h a v e n o t b e e n f o u n d f r o m a n y t e l e o s t s p e c i e s ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ) . Co mp a r i s o n o f t h e T L R r e p e r t o i r e b e t we e n t e l e o s t s a n d ma mma l s s h o ws i n t e r -s p e c i f i c e v o l u t i o n o f t e l e o s t T L Rs . T h e t e l e o s t T L R g e n e s , s o l u b l e T L R5 ( a l s o f o u n d f r o m a mp h i b i a n s ) , T L R1 4 , 2 1 ( a l s o f o u n d f r o m b i r d s ) 2 2 a n d 2 3 we r e f i r s t i d e n t i f i e d i n t h e t i g e r p u f f e r . T h e T L R1 8 ( a n o r t h o l o g o f t i g e r p u f f e r T L R1 4 , a n d d e s c r i b e d a s z e b r a f i s h T L R1 4 i n T a b l e 1 ) , 1 9 , 2 0 , 2 1 a n d 2 2 g e n e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n z e b r a f i s h ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ; J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ; Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ) .
T h e z e b r a f i s h T L R4 , 5 , 8 , 1 9 a n d 2 0 g e n e s s e e m t o h a v e e x p e r i e n c e d i n t e r s p e c i f i c g e n e d u p l i c a t i o n wh e r e a s t h i s wa s n o t o b s e r v e d i n t h e t i g e r p u f f e r g e n o me . T h e l o c a t i o n o f z e b r a f i s h T L R4 a a n d 4 b ( E NS D A RG0 0 0 0 0 0 1 9 7 4 2 a n d E NS D A RG0 0 0 0 0 0 2 2 0 4 8 , r e s p e c t i v e l y ) a r e p r e d i c t e d o n t h e c h r o mo s o me 1 3 b y e n s e mb l e g e n o me b r o ws e r ( h t t p : / / u s we s t . e n s e mb l . o r g / Da n i o _ r e r i o / I n f o / I n d e x ) . T h e z e b r a f i s h T L R5 a a n d T L R5 b g e n e s ( ENSDARG0 0 0 0 0 0 4 4 4 1 5 a n d ENS -DA RG0 0 0 0 0 0 5 2 3 2 2 , r e s p e c t i v e l y ) , b o t h o f wh i c h h a v e i n t r a c e l l u l a r T I R d o ma i n , a r e p r e s e n t o n c h r o mo s o me 2 0 . Ho we v e r , t h e s o l u b l e f o r m o f T L R5 h a s n o t b e e n i d e n t i f i e d i n t h e z e b r a f i s h g e n o me ( Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ) . Z e b r a f i s h c h r o mo s o me 1 0 h a r b o r s b o t h t h e T L R8 a a n d T L R8 b g e n e s ( ENSDARG0 0 0 0 0 0 7 3 6 7 5 a n d ENS -D A RG0 0 0 0 0 0 7 8 7 6 6 , r e s p e c t i v e l y ) . T wo T L R1 9 g e n e s ( E NS D A RG0 0 0 0 0 0 2 6 6 6 3 a n d E NS D A RG0 0 0 0 0 0 7 0 3 9 2 ) o n c h r o mo s o me 1 6 a p p e a r t o b e s p e c i f i c t o t h e z e b r a f i s h g e n o me b a s e d o n c o mp a r i s o n s o f t h e T L R g e n e l o c i b e t we e n t i g e r p u f f e r a n d z e b r a f i s h . T h e T L R2 0 g e n e s u b f a mi l y h a s o n l y b e e n f o u n d i n Cy p r i n if o r me s s u c h a s c a t f i s h a n d z e b r a f i s h ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; B a o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 a ) . T L R2 0 a a n d 2 0 f ( Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ) g e n e s a r e l o c a t e d o n t h e z e b r a f i s h c h r o mos o me 9 a t a d i s t a n c e o f 3 . 5 Mb a p a r t f r o m e a c h o t h e r . T wo p a r a l o g s ( ENSDARG0 0 0 0 0 0 6 9 5 9 2 a n d 
. T h e i n t e r s p e c i f i c d u p l i c a t i o n o f t h e T L R2 2 g e n e i s e v i d e n t i n s a l mo n i d f i s h ( Re b l e t a l . , 2 0 0 7 ) . At l a n t i c s a l mo n T L R1 3 h a s b e e n c l a s s i f i e d i n t o t h e s a me c l a d e a s s a l mo n T L R2 2 ( F i g . 1 ) , h e n c e , A t l a n t i c s a l mo n T L R1 3 s e e ms t o b e a p a r a l o g o f T L R2 2 .
T h e T L R2 3 g e n e s ( t i g e r p u f f e r T L R2 3 , ENST RUG0 0 0 0 0 0 0 4 4 6 6 ; g r e e n p u f f e r T L R2 3 , E NS T NI G0 0 0 0 0 0 0 5 3 8 5 ) a r e o n l y f o u n d i n t h e g e n o me o f p u f f e r f i s h . F r o m t h e e x t e n s i v e a n a l y s i s o f t e l e o s t T L R g e n e s i n t h e d a t a b a s e , n o v e l T L R g e n e s i n f i s h a n d s p e c i e ss p e c i f i c T L R g e n e d i v e r s i f i c a t i o n a r e b e c o mi n g c l e a r . T h i s s t r o n g l y s u g g e s t s t h a t t h e s e d i f f e r e n c e s a r e t h e r e s u l t o f d i f f e r e n t s e l e c t i o n p r e s s u r e s d u e t o e x p o s u r e t o p a t h o g e n s i n d i s t i n c t e n v i r o n me n t s , s u c h a s l i v i n g i n wa t e r o r o n l a n d ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ) .
T L R-me d i a t e d i mmu n e r e s p o n s e i n t e l e o s t
A f t e r r e c o g n i z i n g P A MP s , T L Rs a c t i v a t e i n t r a c e l l ul a r s i g n a l i n g p a t h wa y s v i a i n t e r a c t i o n s wi t h i n t r a c e l l u l a r T I R-d o ma i n c o n t a i n i n g a d a p t e r mo l e c u l e s . T h e l i g a n d s f o r ma mma l i a n T L Rs a r e r e v i e we d b y K a wa i a n d Ak i r a ( 2 0 0 7 ) .
St u d i e s r e g a r d i n g t h e s p e c i f i c l i g a n d s f o r t e l e o s t T L Rs a r e l i mi t e d . Ho we v e r , a s me nt i o n e d a b o v e , t h e L RR s t r u c t u r e i s h i g h l y c o n s e r v e d i n b o t h t e l e o s t a n d ma mma l i a n T L Rs . T h i s s t r u c t u r a l c o ns e r v a t i o n s u g g e s t s t h e c a p a c i t y o f t e l e o s t T L Rs t o r e co g n i z e s i mi l a r P A MP s t o ma mma l i a n T L Rs . I n t h i s s e ct i o n ; we o u t l i n e t h e t e l e o s t i mmu n e r e s p o n s e s t h a t a r e i n d u c e d u p o n s t i mu l a t i o n b y P A MPs , a n d t h e p o s s i b l e f u n c t i o n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g t e l e o s t T L Rs . T h e p r op o s e d T L R s y s t e m i n t e l e o s t s i s i l l u s t r a t e d i n F i g . 2 . T h i s s e c t i o n i s a r r a n g e d b a s e d o n t h e s i x ma j o r T L Rs f a mi l i e s , a s c a t e g o r i z e d b y Ro a c h e t a l . ( 2 0 0 5 ) .
T a b l e 1 . T h e s u mma r y a n d c o mp a r i s o n o f T L R r e p e r t o i r e a n d T L R-r e l a t e d s i g n a l i n g mo l e c u l e s b e t we e n t e l e o s t a n d ma mma l s E x p e c t e d T L R l i g a n d s
Ma mma l Ma mma l P r o t e i n Mo u s e ( Mu s mu s c u l u s ) Hu ma n ( Ho mo s a p i e n s ) Z e b r a f i s h ( Da n i o r e r i o ) T i g e r p u f f e r ( T a k i f u g u r u b r i p e s ) T o l l -l i k e r e c e p t o r T L R1 f a mi l y T r y a c h y l l i p o p e p t i d e s *
No t d e t e r mi n e d
No t d e t e r mi n e d --
F i g . 1 .
T h e v e r t e b r a t e s p e c i e s a n d a c c e s s i o n n u mb e r s o f t h e i r T L R a mi n o a c i d s e q u e n c e s u s e d i n t h e p h y l o g e n e t i c t r e e a n a l y s i s a r e : At l a n t i c s a l mo n ( T L RS 5 , AA V 3 5 1 7 8 ; T L R9 , NP_ 0 0 1 1 1 7 1 2 5 ; T L R1 3 , NP_ 0 0 1 1 3 3 8 6 0 ; T L R2 2 a , CAJ 8 0 6 9 6 ; T L R2 2 b , CA R6 2 3 9 4 ) , c a r p ( T L R3 , A B L 1 1 4 7 3 ) , c h a n n e l c a t f i s h ( T L R2 , A B D1 7 3 4 7 ; T L R3 , A B D9 3 8 7 2 ; T L RS 5 , A B F 7 4 6 1 8 ; T L R2 0 a , A B F 7 4 6 2 1 ; T L R2 1 , A B F 7 4 6 2 3 ; c h i c k e n T L R1 , B A D6 7 4 2 2 ; T L R2 , NP _ 9 8 9 6 0 9 ; T L R4 , A CR2 6 3 2 3 ; T L R5 , A CR2 6 2 7 6 ; T L R1 5 , NP_ 0 0 1 0 3 2 9 2 4 ; T L R2 1 , NP_ 0 0 1 0 2 5 7 2 9 ) , t i g e r p u f f e r ( T L R1 , AA W6 9 3 6 8 ; T L R2 , AA W6 9 3 7 0 ; T L R3 , AA W6 9 3 7 3 ; T L R5 , AA W6 9 3 7 4 ; T L RS 5 , AA W6 9 3 7 8 ; T L R7 , BAA 7 8 6 3 1 ; T L R8 , AA W6 9 3 7 6 ; T L R9 , AA W6 9 3 7 7 ; T L R1 4 , AA W6 9 3 6 9 ; T L R2 1 , NP_ 0 0 1 0 2 7 7 5 1 ; T L R2 2 , NP_ 0 0 1 1 0 6 6 6 4 ; T L R2 3 , A A W7 0 3 7 8 ) , g i l t h e a d s e a b r e a m ( T L R9 , A A W8 1 6 9 8 ) , g o l d f i s h ( T L R2 2 , AAO1 9 4 7 4 ) , g r o u p e r ( T L RS 5 , ACV 0 4 4 5 9 ) , h u ma n ( T L R1 , CAG3 8 5 9 3 ; T L R2 , NP_ 0 0 3 2 5 5 ; T L R3 , NP_ 0 0 3 2 5 6 ; T L R4 , CAH7 2 6 1 8 ; T L R5 , AAI 0 9 1 1 9 ; T L R6 , BAA 7 8 6 3 1 ; T L R7 , AAQ8 8 6 5 9 ; T L R8 , AAQ8 8 6 6 3 ; T L R9 , ACQ4 1 8 2 4 ; T L R1 0 , AA Q8 8 6 6 7 ) , J a p a n e s e f l o u n d e r ( T L R2 , B AD0 1 0 4 4 ; T L R9 , B AE 8 0 6 9 0 ; T L R2 2 , B AD0 1 0 4 5 ) , l a r g e y e l l o w c r o a k e r ( T L R9 , A CF 6 0 6 2 4 ) , r a r e mi n n o w ( T L R3 , ABL 1 1 4 7 1 ) , mo u s e ( T L R1 , NP_ 1 0 9 6 0 7 ; T L R2 , NP_ 0 3 6 0 3 5 ; T L R3 , EDL 3 5 5 4 8 ; T L R4 , AAF 0 5 3 1 7 ; T L R5 , AAI 2 5 2 4 8 ; T L R6 , BAA 7 8 6 3 2 ; T L R7 , CAM1 4 9 5 3 ; T L R8 , NP_ 5 7 3 4 7 5 ; T L R9 , NP_ 1 1 2 4 5 5 ; T L R1 1 , AAI 0 9 1 6 5 ; T L R1 2 , NP_ 9 9 1 3 9 2 ; T L R1 3 , CAM1 6 8 9 2 ) , r a i n b o w t r o u t ( T L R3 , AAX 6 8 4 2 5 ; T L R5 , NP_ 0 0 1 1 1 8 2 1 6 ; T L RS 5 , B A C6 5 4 6 7 ; T L R9 , NP_ 0 0 1 1 2 3 4 6 3 ; T L R2 2 ( T L R I ) , CA F 3 1 5 0 6 ; T L R2 2 ( T L R I I ) , CA I 4 8 0 8 4 ) , r a t ( T L R1 0 , NP_ 0 0 1 1 3 9 5 0 7 ) , X e n o p u s l a e v i s ( T L RS 5 , A A I 7 0 1 0 8 ; T L R1 3 , B A F 5 7 4 9 6 ) a n d z e b r a f i s h ( T L R1 , NP_ 0 0 1 1 2 4 0 6 5 ; T L R2 , NP_ 9 9 7 9 7 7 ; T L R3 , AAT 3 7 6 3 3 ; T L R4 a , NP_ 0 0 1 1 2 4 5 2 3 ; T L R4 b , NP_ 9 9 7 9 7 8 ; T L R5 a , XP_ 0 0 1 9 1 9 0 5 2 ; T L R5 b , NP_ 0 0 1 1 2 4 0 6 7 ; T L R7 , XP_ 7 0 1 1 0 1 ; T L R8 a , XP_ 0 0 1 9 2 0 5 9 4 ; T L R8 b , XP_ 0 0 1 3 4 0 1 8 6 ; T L R9 , NP_ 0 0 1 1 2 4 0 6 6 ; T L R1 9 , XP_ 6 9 0 2 5 4 ; T L R2 0 a , XP_ 6 9 0 1 9 7 ; T L R2 0 f , XP_ 7 0 0 0 6 2 ; T L R2 1 , XP_ 0 0 1 9 2 3 2 2 7 ; T L R2 2 , NP_ 0 0 1 1 2 2 1 4 7 ) . Ot h e r p r e 2 4 9 ) . P h y l o g e n e t i c a n a l y s i s wa s c a r r i e d o u t u s i n g mo l e c u l a r e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s a n a l y s i s ( ME GA ) s o f t wa r e v e r s i o n 4 . 0 wi t h t h e n e i g h b o r -j o i n i n g a l g o r i t h m. B o o t s t r a p v a l u e s < 9 0 a r e s h o wn .
T L R1 f a mi l y
T h e v e r t e b r a t e T L R1 f a mi l y s p e c i f i c f o r l i p o p e p t i d e P A MP s i n c l u d e s T L R1 , 2 , 6 a n d 1 0 . Ma mma l i a n T L R2 r e c o g n i z e s t h e Gr a m-p o s i t i v e b a c t e r i a ' s c e l l wa l l c o mp on e n t p e p t i d o g l y c a n ( P G) . P G i s k n o wn t o b e a s t r o n g i n d u c e r o f i n n a t e i mmu n e r e s p o n s e s i n t e l e o s t s . P G h a s b e e n s h o wn t o i n d u c e s i g n i f i c a n t c y t o k i n e p r o d u c t i o n . T h i s i n c l u d e s t h e I L 6 -c y t o k i n e s u b f a mi l y , wh i c h i s i n v o l v e d i n c e l l u l a r d e v e l o p me n t , i n f l a mma t i o n a n d a c u t e p h a s e i mmu n e r e s p o n s e s ( Hwa n g e t a l . , 2 0 0 7 ; Ca s t e l l a n a e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e u p -r e g u l a t i o n o f T L R2 g e n e e x p r e s s i o n f o l l o wi n g PG s t i mu l a t i o n wa s
F i g . 2 .
A p u t a t i v e mo d e l o f t h e t e l e o s t T L R s y s t e m b a s e d o n t h e ma mma l i a n T L R s y s t e m. T L Rs a r e l o c a l i z e d o n t h e c e l l s u r f a c e a n d i n t h e e n d o s o me f o r l i g a n d r e c o g n i t i o n . A me mb e r o f t h e T L R1 f a mi l y , T L R1 4 , d i me r i z e s wi t h o t h e r T L R1 f a mi l y mo l ec u l e t o r e c o g n i z e l i p o p r o t e i n s . T i g e r p u f f e r T L R3 a n d T L R2 2 r e c o g n i z e d s RNA. T e l e o s t T L R4 g e n e s h a v e o n l y b e e n r e p o r t e d i n Cy p r i n i f o r me s . Ho we v e r , t h e h o mo l o g s o f t h e T L R4 c o -r e c e p t o r s , CD1 4 a n d MD2 , a r e l a c k i n g i n t e l e o s t s . S o l ub l e T L R5 ( T L RS 5 ) e v o l v e d i n t h e t e l e o s t l i n e a g e a f t e r i t s e p a r a t e d f r o m t h e ma mma l i a n l i n e a g e . Ra i n b o w t r o u t T L RS 5 a c t s s y n e r g i s t i c a l l y wi t h me mb r a n e -b o u n d T L R5 t o a c t i v a t e NF -k B a c t i v a t i o n u p o n r e c o g n i t i o n o f b a c t e r i a l f l a g e l l i n . T e l e o s t T L R7 a n d T L R8 r e c o g n i z e s s RNA a n d i t s a n a l o g s , s u c h a s t h e i mi d a z o q u i n o l i n e s . J a p a n e s e f l o u n d e r T L R9 r e c o g n i z e s t h e Cp G DNA a n a l o g , Cp G ODN. Ch i c k e n T L R2 1 wa s a l s o r e p o r t e d t o r e c o g n i z e Cp G DNA , s u g g e s t i n g a f u n c t i o n a l s i mi l a r i t y wi t h t e l e o s t T L R2 1 a s a Cp G DNA r e c e p t o r . A mo n g t h e t e l e o s t -s p e c i f i c T L Rs , b o t h T L R1 9 a n d T L R2 0 h a v e b e e n f o u n d i n z e b r a f i s h , wh e r e a s o n l y T L R2 0 wa s f o u n d i n c h a n n e l c a t f i s h . T L R1 9 a n d T L R2 0 h a v e a s h o r t e r L RR d o ma i n t h a n t h e o t h e r T L R f a mi l y me mb e r s . T L R2 3 i s u n i q u e t o t h e p u f f e r f i s h l i n e a g e . T h e f u n c t
i o n o f t h e s e t e l e o s t -s p e c i f i c T L Rs n e e d s t o b e a s s e s s e d f u r t h e r t o i d e n t i f y n o v e l T L R f u n c t i o n s . Re g a r d i n g t h e T I R d o ma i n -c o n t a i n i n g a d a p t o r s ; t h e u n i v e r s a l a d a p t o r , My D8 8 , i s e v i d e n t i n ma n y t e l e o s t s p e c i e s . T I C A M-1 s e e ms t o b e e s s e n t i a l f o r t h e s i g n a l i n g o f t e l e o s t T L R3 a n d T L R2 2 . Z e b r a f i s h T I C A M-1 a s s o c i a t e s wi t h RI P 1 t o a c t i v a t e t h e NF -k B c a s c a d e . T h e d i r e c t i n t e r a c t i o n o f z e b r a f i s h T I C A M-1 a n d T B K 1 i s r e p o r t e d , h o we v e r , I RF 3 / I RF 7 a c t i v a t i o n b y t h e T I CA M-1 -d e p e n d e n t p a t h wa y i s n o t c l e a r i n t e l e o s t s . T I RA P a s s o c i at i o n wi t h T L R2 a n d T L R4
s e e n i n ma mma l s i s a l s o s e e n i n t e l e o s t s . Ho we v e r , T I CA M-2 , wh i c h i s i n v o l v e d i n t h e My D8 8 -i n d ep e n d e n t p a t h wa y i n ma mma l s , h a s a l s o n o t b e e n f o u n d i n a n y t e l e o s t s p e c i e s . I n a d d i t i o n , z e b r a f i s h T L R4 n e g a t i v e l y r e g ul a t e s NF -k B , u n l i k e ma mma l i a n T L R4 . T h i s s u g g e s t s s u g g e s t a n i mp a i r me n t o f L P S r e c o g n i t
i o n b y T L R4 i n t e l e o s t s . I F N p r o d u c t i o n i n d u c e d v i a s t i mu l a t i o n o f s a l mo n i d T L R7 a n d T L R8 h a s b e e n r e p o r t e d . I t ma y i n d i c a t e t h e c o n s e r v a t i o n o f t h e
My D8 8 -d e p e n d e n t p a t h wa y a mo n g t e l e o s t T L R7 f a mi l y me mb e r s . A mo n g t h e I RA K h o mo l o g s i d e n t i f i e d i n t e l e o s t s , I RA K 2 i s a b s e n t f r o m t h e g e n o me o f t i g e r p u f f e r a n d z e b r a f i s h . Ho we v e r , o t h e r I RA K h o mo l o g s ( I RA K 1 a n d I RA K 4 ) a r e c o n s e r v e d i n t h e t e l e o s t l i n e a g e . T h e s e I RAK h o mo l o g s ma y p l a y a p i v o t a l r o l e i n s i g n a l i n g v i a t h e My D8 8 -d e p e n d e n t p a t h wa y . I mmu n e k i n a s e s , i n c l u d i n g T A K 1 , I K K a n d MA P K s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n t e l e o s t s . T h e s e k i n a s e s a c t i v a t e t r a n s c r i p t i o n f a ct o r s t o p r o d u c e i n f l a mma t o r y c y t o k i n e s .
d e mo n s t r a t e d i n J a p a n e s e f l o u n d e r l e u k o c y t e s ( Hi r o n o e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h e s e r e p o r t s s u g g e s t t h e f u n c t i o n a l i n v o l v e me n t o f T L R2 i n P G r e c o g n i t i o n b y b o t h t e l e o s t a n d ma mma l i a n T L R2 . Ma mma l i a n T L R1 a n d 6 a r e a b l e t o a s s o c i a t e wi t h T L R2 t o f o r m a h e t e r o p h i l i c d i me r a n d d i s c r i mi n a t e b e t we e n t h e l i p i d s t r u c t u r e s o f d i a c yl a t e d a n d t r i a c y l a t e d l i p o p r o t e i n s , r e s p e c t i v e l y ( T a k e d a a n d Ak i r a , 2 0 0 5 ) . T h e T L R1 f a mi l y me mb e r s , T L R6 a n d 1 0 d o n o t e x i s t i n t e l e o s t s a n d , t h e r e f o r e , i t i s i n t r i g ui n g t o s e e wh e t h e r t e l e o s t s a r e a b l e t o d i s c r i mi n a t e b e t we e n t h e s e t wo t y p e s o f l i p o p e p t i d e . P u r c e l l e t a l .
( 2 0 0 6 ) s t i mu l a t e d r a i n b o w t r o u t l e u k o c y t e s wi t h d i a c yl a t e d ( P a m2 CS K 4 ) a n d t r i a c y l a t e d ( P a m3 CS K 4 ) l i p o p e p t i d e s , a n d s h o we d t h a t b o t h u p -r e g u l a t e d t h e t r a n s c r i p t i o n o f i n t e r f e r o n ( I F N) a n d I L -1 g e n e s . T h i s s u g g e s t s t h a t T L R1 f a mi l y me mb e r s wi t h i n t h e t e l e o s t i mmu n e s y s t e m a r e a b l e t o r e c o g n i z e b o t h t y p e s o f l i p o p r o t e i n s . T h e t e l e o s t T L R1 4 s u b f a mi l y a p p e a r s t o h a v e b e e n l o s t f r o m a mn i o t e s ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ) . T L R1 4 i s c l a s s i f i e d a s a T L R1 f a mi l y me mb e r ( F i g . 1 ) , s u g g e s t i n g t h a t t e l e o s t T L R1 4 i s a f u n c t i o n a l s u b s t i t ut i o n f o r ma mma l i a n T L R6 a n d 1 0 ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ) .
T h e c y t o p l a s mi c d o ma i n o f j a wl e s s v e r t e b r a t e l a mp r e y T L R1 4 i s k n o wn t o b e i n v o l v e d i n NF -k B a c t i v a t i o n wi t h i n t h e ma mma l i a n c e l l ( I s h i i e t a l . , 2 0 0 7 ) ; h o we v e r , t h e n a t u r a l a g o n i s t s o f f i s h T L R1 4 a r e u n k n o wn . A l s o , k n o c k -d o wn o f t h e p e p t i d o g l y c a n r e c o g n i t i o n p r o t e i n 6 ( z f P GRP 6 ) g e n e b y RNA i n t e r f e r e n c e r e s u l t s i n s i g n i f ic a n t d o wn -r e g u l a t i o n o f T L R2 e x p r e s s i o n i n z e b r a f i s h e mb r y o s ( Ch a n g a n d Ni e , 2 0 0 8 ) . T h e r e f o r e , t h e f u n ct i o n a l c o l l a b o r a t i o n b e t we e n t e l e o s t T L R1 , 2 , 1 4 a n d P GRP 6 r e ma i n s t o b e c l a r i f i e d .
T L R3 f a mi l y T L R3 i s a n e n d o s o ma l me mb r a n e r e c e p t o r r e c o gn i z i n g p a t h o g e n -d e r i v e d d o u b l e s t r a n d e d RNAs ( d s RNA) , s u c h a s t h e d s RNA v i r u s g e n o me . T h e d s RNA a n a l o g p o l y I : C h a s b e e n u s e d a s a n a n t i v i r a l i mmu n e r e s p o n s e me d i a t o r i n t e l e o s t s . T h e g e n e t i c e x p r e s s i o n o f r a i n b o w t r o u t I F N r e g u l a t o r y f a c t o r ( I RF ) 3 , wh i c h p l a y s a c r u c i a l r o l e i n T L R3 s i g n a l i n g , wa s u pr e g u l a t e d f o l l o wi n g p o l y I : C s t i mu l a t i o n o f l e u k o c y t e s ( Ho l l a n d e t a l . , 2 0 0 8 ) . I n j e c t i o n o f p o l y I : C i n t o A t l a n t i c s a l mo n r e s u l t e d i n t h e p r o d u c t i o n o f t y p e I I F N a n d e x p r e s s i o n o f t h e a n t i v i r a l Mx g e n e i n b o t h s p l e e n a n d k i d n e y ( S t r a n d s k o g e t a l . , 2 0 0 8 ) . Ma t s u o e t a l . ( 2 0 0 8 ) p r o d u c e d t i g e r p u f f e r T L R3 -e x p r e s s i n g h u ma n e mb r yo n i c k i d n e y ( HE K ) 2 9 3 c e l l s a n d r a i n b o w t r o u t g o n a d a l ( RT G) -2 c e l l s , a n d f o u n d t h a t t h e s e t r a n s f o r ma n t s a c t iv a t e d t h e I F N g e n e p r o mo t e r i n r e s p o n s e t o p o l y I : C s t i mu l a t i o n . Mo r e o v e r , g e n e k n o c k -d o wn o f r a r e mi nn o w ( Go b i o c y p r i s r a r u s ) T L R3 r e d u c e s t h e p r o d u c t i o n o f t h e a n t i v i r a l Mx p r o t e i n f o l l o wi n g p o l y I : C t r e a t me n t ( S u e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e r e f o r e , i t i s e v i d e n t t h a t t e l e o s t T L R3 i s a b l e t o s e n s e d s RNA . Re c e n t l y , t wo c y t o p l a smi c d s RNA r e c e p t o r h o mo l o g s o f r e t i n o i d -i n d u c i b l e g e n e 1 ( RI G-1 ) a n d me l a n o ma d i f f e r e n t i a t i o n -a s s o c ia t e d g e n e 5 ( MDA -5 ) we r e r e p o r t e d i n t e l e o s t s ( Ro b e r t s e n , 2 0 0 8 ) . T h e r o l e o f t h e s e RI G-1 a n d 
s a g a i n s t L PS h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d i n ma n y t e l e o s t s p e c i e s . A n u mb e r o f s t u d i e s i n t e l e o s t s h a v e s h o wn t h e p o t e n t i a l o f L P S f o r me d i a t i n g p r o -i n f l a mma t o r y c y t o k i n e p r o d u ct i o n , c h e mo k i n e p r o d u c t i o n , n i t r i c o x i d e p r o d u c t i o n a n d ma c r o p h a g e a c t i v a t i o n (
Ne u ma n n e t a l . , 1 9 9 5 ; S t a f f o r d e t a l . , 1 9 9 9 ; Co r r i p i o -Mi y a r e t a l . , 2 0 0 7 ; Da r a wi r o j e t a l . , 2 0 0
) . I n t e r e s t i n g l y , t e l e o s t l e u k o c y t e s a r e s i g n i f ic a n t l y l e s s s e n s i t i v e t o L PS a c t i v a t i o n a n d h a v e i mp r o v e d r e s i s t a n c e t o e n d o t o x i c s h o c k c o mp a r e d wi t h t h o s e o f ma mma l s ( I l i e v e t a l . , 2 0 0 5 ) . On e e x p l a n a t i o n f o r t h i s d i s c r e p a n c y i s t h e p r e s u me d a b s e n c e o f t h e T L R4 g e n e f r o m a l mo s t a l l t e l e o s t s ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ) .
T h e T L R4 g e n e h a s o n l y b e e n i d e n t i f i e d i n z e b r a f i s h a n d t h e r a r e mi n n o w ( Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ; Su e t a l . , 2 0 0 9 ) ; h o we v e r ,
t h e h o mo l o g s o f t h e T L R4 c o -r e c e pt o r s , CD1 4 a n d MD2 , r e q u i r e d f o r L P S r e c o g n i t i o n h a v e n o t b e e n f o u n d i n t e l e o s t s ( S e p u l c r e e t a l . , 2 0 0 9 ) . F u rt h e r , a n i n s i l i c o a p p r o a c h t h a t i n c l u d e d t h e mi n i n g o f d i ff e r e n t t e l e o s t g e n o mi c a n d E S T d a t a b a s e s , r e v e a l e d t h e p r e s e n c e o f a l l t h e ma j o r T L R s i g n a l i n g e l e me n t s i n t h e s e f i s h , e x c e p t T o l l / I L -1 d o ma i n -c o n t a i n i n g a d a p t o r mo l e c u l e （T I CA M） -2 , wh i c h i s s p e c i f i c a l l y i n v o l v e d i n T L R4 -me d i a t e d e n d o t o x i n r e c o g n i t i o n a n d s i g n a l i n g i n ma mma l s ( I l i e v e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h e r e f o r e , i t i s s p e c ul a t e d t h a t a s e n s i t i v e L P S r e c o g n i t i o n s y s t e m t h a t c o r r es p o n d s t o t h e ma mma l i a n T L R4 p a t h wa y i s a b s e n t f r o m t e l e o s t s , a n d a l t e r n a t i v e s i g n a l i n g r e c e p t o r s , i n p a r t i c ul a r b e t a -2 i n t e g r i n s , ma y p l a y a p r i ma r y r o l e i n t h e a c t iv a t i o n o f t e l e o s t l e u k o c y t e s b y L P S ( I l i e v e t a l . , 2 0 0 5 ) .
T h e f u n c t i o n a l a n a l y s i s o f z e b r a f i s h T L R4 h a s b e e n r e c e n t l y r e p o r t e d . Se p u l c r e e t a l . , ( 2 0 0 9 ) d e mo ns t r a t e d i n t a c t r e s p o n s e s t o L P S i n z e b r a f i s h My D8 8 a n d T L R4 mo r p h a n t s , s u g g e s t
i n g t h e e x i s t e n c e o f o t h e r L P S r e c o g n i t i o n s y s t e ms i n z e b r a f i s h . Mo r e s u r p r i si n g l y , z e b r a f i s h T L R4 d r a ma t i c a l l y d e c r e a s e d t h e a c t i v at i o n o f t h e NF -k B i n t h e o n e -c e l l s t a g e e mb r y o s o f z e b r a f i s h . T o g e t h e r , t h e a b s e n c e o f T L R4 i n mo s t t e l eo s t s p e c i e s a n d a n o v e l T L R4 me c h a n i s m i n z e b r a f i s h e x p l a i n t h e r e s i s t a n c e o f f i s h t o e n d o t o x i c s h o c k , s u pp o r t i n g t h e i d e a t h a t t h e T L R4 r e c e p t o r c o mp l e x f o r L P S r e c o g n i t i o n a r o s e a f t e r t h e d i v e r g e n c e o f f i s h a n d t e t r a p o d s ( S e p u l c r e e t a l . , 2 0 0 9 ) .

T L R5 f a mi l y T L R5 i s r e s p o n s i b l e f o r t h e r e c o g n i t i o n o f b a c t e r i a l f l a g e l l i n ( T a b l e 1 ) . T h e i mp o r t a n c e o f T L R5 f o r t h e i n n a t e i mmu n e r e s p o n s e wa s i d e n t i f i e d i n c a t f i s h e x p o s e d t o t h e v i r u l e n t E d wa r d s i e l l a i c t a l u r i ( B i l o d e a u e t a l
. , 2 0 0 6 ; B i l o d e a u e t a l . , 2 0 0 8 ) . A s me n t i o n e d a b o v e , a u n i q u e f e a t u r e o f b o t h t h e t e l e o s t a n d a mp h i b i a n T L R s y s t e ms i s t h e e x i s t e n c e o f b o t h me mb r a n e -b o u n d a
n d s o l u b l e f o r ms o f T L R5 ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e r o l e a n d i n t e r a c t i o n o f b o t h o f t h e s e T L R5 s h a v e b e e n e l u c id a t e d i n r a i n b o w t r o u t ( T s u j i t a e t a l
. , 2 0 0 4 ; T s u k a d a e t a l . , 2 0 0 5 ; T s u j i t a e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e me mb r a n e a n d s
o l u b l e f o r ms o f t h e T L R5 p r o t e i n i n r a i n b o w t r o u t a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e r e c o g n i t i o n o f t h e f l a g e l l i n p r o t e i n o f V i b r i o a n g u i l l a r u m. T h e g e n e f o r s o l u b l e T L R5 i n r a i nb o w t r o u t i s p r e d o mi n a n t l y e x p r e s s e d i n t h e l i v e r a n d i s h i g h l y u p -r e g u l a t e d i n r a i n b o w t r o u t h e p a t o ma c e l l l i n e s f o l l o wi n g s t i mu l a t i o n wi t h V . a n g u i l l a r u m ( T s u j i t a e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h e a c t i v i t y o f NF -k B wa s s y n e r g i s t i c a l l y i n c r e a s e d a f t e r t h e r e c o g n i t i o n o f f l a g e l l i n b y b o t h t h e me mb r a n e -b o u n d a n d s o l u b l e f o r ms o f T L R5 . F r o m t h i s , T s u j i t a e t a l . ( 2 0 0 4 ) h y p o t h e s i z e d t h a t s o l u b l e T L R5 p r o v o k e s t h e r o b u s t s y s t e mi c a c t i v a t i o n o f NF -k B , l e a d i n g t o a f u l l r e s p o n s e t o f l a g e l l i n t h r o u g h o u t t h e wh o l e b o d y . T o d a t e , g e n e s e n c o d i n g s o l u b l e T L R5 h a v e b e e n r e p o r t e d i n s e v e r a l f i s h s p e c i e s ( Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 3 ; Ba o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 a ) . T h u s , t h i s u n i q u e f l a g e l l i n r e c o g n i t i o n s y s t e m s e e ms t o b e c o ns e r v e d i n a wi d e r a n g e o f t e l e o s t s p e c i e s . Ho we v e r , s o l u b l e T L R5 h a s n o t b e e n f o u n d i n z e b r a f i s h . He n c e , c o mp a r i s o n o f t h e f l a g e l l i n -s e n s i t i v i t y o f T L R5 i n z e b r a f i s h a n d o t h e r t e l e o s t s i s a n i n t e r e s t i n g t o p i c f o r f u r t h e r s t u d y .
T L R7 f a mi l y T h e T L R7 f a mi l y c o n s i s t s o f T L R7 , 8 a n d 9 . T h e s e r e c e p t o r s a r e e x p r e s s e d o n t h e me mb r a n e o f t h e e n d o s o me . V e r t e b r a t e T L R7 a n d 8 g e n e s s h o w h i g h h o mo l o g y t o e a c h o t h e r .
Mo u s e T L R7 a n d h u ma n T L R8 r e c o g n i z e s y n t h e t i c a n t i v i r a l i mi d a z o q u i n o l i n e c o mp o u n d s a n d s o me g u a n i n e n u c l e o t i d e a n a l o g s , wh i c h mi mi c b a c t e r i a l RNA a n d t h e RNA v i r a l g e n o me ( Di e b o l d e t a l . , 2 0 0 4 ; He i l e t a l . , 2 0 0 4 ; He mmi e t a l . , 2 0 0 4 ; Ak i r a e t a l . , 2 0 0 6 ) . Hu ma n T L R8 a l s o p a r t i c ip a t e s i n t h e r e c o g n i t i o n o f s i n g l e -s t r a n d e d RNA ( s s RNA ) a n d i mi d a z o q u i n o l i n e s , wh e r e a s t h e f u n c t i o n o f mo u s e T L R8 r e ma i n s u n c l e a r . Ma mma l i a n T L R7 a n d 8 p l a y c r u c i a l r o l e s i n t y p e 1 I F N p r o d u c t i o n , wh i c h p r ov i d e s a n t i v i r a l p r o t e c t i o n ( K a wa i a n d A k i r a , 2 0 0 7 ) . I mid a z o q u i n o l i n e s a r e a l s o e f f i c i e n t i mmu n e mo d u l a t o r s i n t e l e o s t s . I mi d a z o q u i n o l i n e s s u c h a s S -2 7 6 0 9 a n d R8 4 8 me d i a t e a n t i v i r a l i mmu n e r e s p o n s e s i n s a l mo n , a l t h o u g h t h e r e c e p t o r r e s p o n s i b l e ( e i t h e r T L R7 o r 8 ) h a s n o t y e t b e e n d e f i n e d ( P u r c e l l e t a l . , 2 0 0 6 ; K i l e n g e t a l . , 2 0 0 8 ; S u n e t a l . , 2 0 0 9 ) . A d r a ma t i c u p -r e g u l a t i o n o f t h e g e n e s f o r I F N-a 1 , I L -1 b 1 , I L -8 , a
n d t u mo r n e c r os i s f a c t o r ( T NF -a 1 a n d -a 2 ) wa s o b s e r v e d f o l l o wi n g s t i mu l a t i o n o f r a i n b o w t r o u t l e u k o c y t e s wi t h R8 4 8 , a l t h o u g h t h e l e u k o c y t e s d i d n o t r e s p o n d t o a n o t h e r c o m-
p o u n d o f i mi d a z o q u i n o l i n e , l o x o r i b i n e ( P u r c e l l e t a l . , 2 0 0 6 ) . I F Na ( 2 g e n e s ) , I F Nb ( 4 g e n e s ) a n d I F Nc ( 5 g e n e s ) h a v e a l l b e e n f o u n d i n A t l a n t i c s a l mo n ( S u n e t a l . , 2 0 0 9 ) . T o s t u d y wh e t h e r t h e s e d i f f e r e n t I F N s u bt y p e s a r e a s s o c i a t e d wi t h i mi d a z o q u i n o l i n e -s p e c i f i c I F N i n d u c t i o n p a t h wa y s i n s a l mo n l e u k o c y t e s , t h e e x p r e ss i o n p a t t e r n s o f t h e s e g e n e s we r e p r o f i l e d f o l l o wi n g s t i mu l a t i o n wi t h S -2 7 6 0 9 ( S u n e t a l , 2 0 0 9 ) . On l y t h e I F N-b g e n e s we r e s t r o n g l y u p -r e g u l a t e d b y S -2 7 6 0 7 ( r e c o g n i z e d b y t h e T L R7 a n d T L R8 p a t h wa y s ) a n d we a k l y u p -r e g u l a t e d b y p o l y I : C ( r e c o g n i z e d b y t h e T L R3 p a t h wa y ) , wh i l e t h e I F N-a g e n e s we r e s t r o n g l y u p -r e g u l a t e
d b y p o l y I : C s t i mu l a t i o n . F r o m t h i s o b s e rv a t i o n , t h e a u t h o r s s p e c u l a t e d t h a t I F N-b g e n e s a r e ma i n l y i n d u c e d v i a t h e T L R7 o r T L R8 p a t h wa y s , wh i l e I F N-a g e n e s a r e i n d u c e d v i a t h e T L R3 , o r c y t o p l a s mi c d s RNA r e c e p t o r RI G-1 a n d MDA -5 , p a t h wa y s . T a k e n t o g e t h e r , i t i s l i k e l y t h a t s a l mo n i d T L R7 o r T L R8 a r e r e s p o n s i b l e f o r r e c o g n i z i n g s i n g l e -s t r a n d e d RNA a n d a r e a b l e t o d i s c r i mi n a t e b e t we e n t h e s t r u c t u r e s o f s s RNA a n d d s RNA t o a c t i v a t e s p e c i f i c s i g n a l i n g p a t hwa y s t o p r o d u c e p a r t i c u l a r c y t o k i n e s s u c h a s I F N-b . I n a d d i t i o n , s a l mo n I F N-a 1 t r i g g e r s t h e e x p r e s s i o n o f T L R8 .
T h e T O c e l l l i n e d e r i v e d f r o m A t l a n t i c s a l mo n h e a d k i d n e y l e u k o c y t e s ( We r g e l a n d a n d J a k o b s e n , 2 0 0 1 ) s h o ws s i g n i f i c a n t e x p r e s s i o n o f t h e T L R8 g e n e 5 -2 4 h o u r s a f t e r i n o c u l a t i o n wi t h r e c o mb i n a n t A t l a n t i c s a l mo n I F N-a 1 ( S k j a e v e l a n d e t a l . , 2 0 0
) . T h i s ma y s u g g e s t t h e e x i s t e n c e o f a p o s i t i v e f e e d b a c k s y s t e m f o r s s RNA r e c o g n i t i o n i n s a l mo n i d s . T L Ri s a l s o c o mmo n a n d p o s i t i v e l y s e l e c t e d wi t h i n t h e t e l e o s t l i n e a g e ( Ch e n e t a l . , 2 0 0 8 ) . Ma mma li a n T L Rr e c o g n i z e s t h e u n me t h y l a t e d Cp G DNA mo t i f s p r e s e n t i n v i r a l a n d b a c t e r i a l g e n o me s , a n d i n i t i a t e s i mmu n e r e s p o n s e s t h r o u g h t h e p r o d u c t i o n o f i n f l a mmat o r y c y t o k i n e s a n d t y p e I I F N ( A k i r a e t a l . , 2 0 0 6 ) . Cp G o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e s ( ODN) mi mi c k i n g u n me t h y l a t e d Cp G DNA h a v e b e e n u s e d t o s t u d y v e r t e b r a t e T L R, i n c l u d i n g t h a t i n t e l e o s t s . T h e r e c o g n i t i o n o f Cp G mo t i f s wa s f i r s t d e mo n s t r a t e d b y T a k a n o e t a l . ( 2 0 0 7 ) , wh o d e mo n s t r a t e d a c t i v a t i o n o f t h e T NF -
a g e n e p r omo t e r i n a J a p a n e s e f l o u n d e r T L R9 -t r a n s f e c t e d c e l l l i n e f o l l o wi n g Cp G ODN s t i mu l a t i o n . I n E d wa r d s i e l l a t a r d ai n f e c t e d J a p a n e s e f l o u n d e r s , t h e n u mb e r o f T L R9 -e x p r e s s i n g c e l l s wa s i n c r e a s e d i n d a ma g e d t i s s u e ( T a k a n o e t a l . , 2 0 0 7 ) . Mo r e t h a n t we n t y
k i n d s o f Cp G ODNs we r e a s s e s s e d t o i d e n t i f y t h e o p t i ma l mo t i f f o r i mmu n o s t i mu l a t i o n o f A t l a n t i c s a l mo n b y me a s u r i n g I F Nl i k e a c t i v i t y i n k i d n e y l e u k o c y t e s . T h e h i g h e s t l e v e l s o f I F N-l i k e a c t i v i t y we r e o b s e r v e d f o l l o wi n g s t i mu l a t i o n
wi t h Cp G ODN 1 6 8 1 ( J ø r g e n s e n e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e u p t a k e o f Cp G ODN b y h e a d k i d n e y l e u k o c y t e s ( ma c r o p h a g e s ) a n d e n h a n c e me n t o f t y p e I I F N a n d Mx p r o d u c t i o n f o l l o wi n g s t i mu l a t i o n b y Cp G ODN 1 6 8 1 we r e c o n f i r me d i n At l a n t i c s a l mo n ( P e d e r s e n e t a l . , 2 0 0 6 ) . A s i mi l a r s t u d y o n g i l t h e a d s e a b r e a m s h o we d s i g n i f i c a n t u p -r e g u l a t i o n o f i mmu n e -r e l a t e d g e n e s a f t e r ODN D s t i mu l a t i o n ( Cu e s t a e t a l . , 2 0 0 8 a ) . I n j e c t i o n o f Cp G ODN 1 6 6 8 i n t o g i l t h e a d s e a b r e a m d r a ma t i c a l l y i n c r e a s e d t h e c y t o t o x i c a c t i v i t y o f h e a d k i d n e y l e u k oc y t e s ( Cu e s t a e t a l . , 2 0 0 8 b ) . He n c e , i t i s e v i d e n t t h a t Cp G ODN i s a p o we r f u l i n d u c e r o f a n t i -v i r a l i mmu n e r e s p o n s e s i n d i f f e r e n t i n d i v i d u a l t e l e o s t s p e c i e s . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e T L R7 f a mi l y r e s p o n s i b l e f o r n u c l e i c a c i d P A MP r e c o g n i t i o n i n t e l e o s t s i s h i g h l y c o n s e r v e d , a s i t i s i n ma mma l s , a n d s e e ms t o p l a y a p i v o t a l r o l e i n I F N p r o d u c t i o n t o c o mb a t p a t h o g e n i c mi c r o o r g a n i s ms .
T L R1 1 f a mi l y
Mu r i n e T L R1 1 , 1 2 a n d 1 3 , a s we l l a s t e l e o s t T L R2 1 , 2 2 a n d 2 3 , a r e c l a s s i f i e d i n t o t h e T L R1 1 f a mi l y b a s e d o n p h y l o g e n e t i c t r e e a n a l y s i s a n d t h e f e a t u r e s o f t h e L RR s t r u c t u r e s ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0 5 ; Ma t s u s h i ma e t a l . , 2 0 0 7 ) ( F i g . 1 ) . Cy p r i n i f o r m T L R1 9 a n d 2 0 a r e a l s o c l o s e l y r e l a t e d t o t h i s T L R f a mi l y ( Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ; Ba o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 a ) .
Mu r i n e T L R1 1 r e c o gn i z e s t h e p r o f i l i n g -l i k e p r o t e i n f r o m T o x o p l a s ma g o n d i i
( L a u w e t a l . , 2 0 0 5 ) , b u t t h e s p e c i f i c l i g a n d s a n d f u n ct i o n s f o r T L R1 2 a n d 1 3 h a v e n o t y e t b e e n i d e n t i f i e d ( A k i r a a n d T a k e d a , 2 0 0 4 ) . T h e d e t a i l s r e g a r d i n g t e l eo s t T L R1 9 , 2 0 , 2 1 a n d 2 3 a r e n o t f u l l y u n d e r s t o o d , e v e n t h o u g h t h e i r g e n e t i c e x p r e s s i o n i n t i s s u e s h a s b e e n d e t e r mi n e d ( Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ; Ba o p r a s e r t k u l e t a l . , 2 0 0 7 a ) . Re c e n t l y , c h i c k e n T L R2 1 wa s s u g g e s t e d t o b e t h e Cp G ODN r e c e p t o r , b a s e d o n l u c i f e r a s e r e p o r t e r a s s a y s o f NF -k B a c t i v a t i o n i n HEK -2 9 3 T c e l l s t r a n sf o r me d wi t h c h i c k e n T L R2 1 ( Br o wn l i e e t a l . , 2 0 0 9 ) . T h e T L R2 1 g e n e s o f b o t h t e l e o s t s a n d c h i c k e n s a r e v e r y s i mi l a r ( Ro a c h e t a l . , 2 0 0
) . T h i s i s b e c a u s e t e l eo s t T L R2 1 i s c o n s i d e r e d t o b e a Cp G ODN r e c e p t o r , s i mi l a r t o c h i c k e n T L R2 1 . Ma t s u o e t a l . ( 2 0 0 8 ) c o n t r i bu t e d g r e a t l y t o t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f t i g e r p u f f e r T L R2 2 .
T h e y f o u n d t h a t t i g e r p u f f e r T L R2 2 r e c o g n i z e s l o n g d s RNA s o n t h e c e l l s u r f a c e , wh e r e a s t i g e r p u f f e r T L R3 , wh i c h r e s i d e s i n e n d o p l a s mi c r e t i c u l u m, r e c o g n i z e s r e l at i v e l y s h o r t d s RNAs . T h e y a l s o s u g g e s t e d t h e f u n ct i o n a l l i n k a g e o f t i g e r p u f f e r T L R3 a n d 2 1 i n t h e I F Ni n d u c i n g p a t h wa y v i a t i g e r p u f f e r T I C A M-1 . Wh e n t i g e r p u f f e r T L R2 2 -e x p r e s s i n g RT G-2 c e l l s we r e e x p o s e d t o t h e d s RNA g e n o me o f i n f e c t i o u s p a n c r e a t i c n e c r o s i s v i r u s ( I PNV) , I F N p r o d u c t i o n i n c r e a s e d s i g n i f i c a n t l y ( Ma t s u o e t a l . , 2 0 0 8 ) . T i g e r p u f f e r T L R2 2 -e x p r e s s i n g RT G-2 c e l l s s h o we d a l o we r s u s c e p t i b i l i t y t o I P NV i n f e ct i o n ( Ma t s u o e t a l . , 2 0 0 8 ) . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e s u gg e s t t h a t T L R2 2 ma y b e a f u n c t i o n a l s u b s t i t u t e f o r h u ma n c e l l -s u r f a c e T L R3 , a n d a c t a s a s u r v e i l l a n c e me c h a n i s m f o r d s RNA v i r u s i n f e c t i o n s , a l e r t i n g t h e i mmu n e s y s t e m a n d p r o mo t i n g a n t i v i r a l p r o t e c t i o n i n t e l e o s t s ( Ma t s u o e t a l . , 2 0 0 8 ) . F u r t h e r s t u d i e s o n t h e T L R1 1 f a mi l y i n b o t h h i g h e r a n d l o we r v e r t e b r a t e s a r e e a g e r l y a wa i t e d f o r t h e mi n i n g o f n o v e l i n f o r ma t i o n .
T L R s i g n a l i n g i n t e l e o s t
T h e t i g e r p u f f e r a n d z e b r a f i s h g e n e h o mo l o g s i n v o l v e d i n T L R s i g n a l i n g , i n c l u d i n g t h e T I R d o ma i n -c o nt a i n i n g a d a p t o r s , t h e p r o t e i n f a mi l i e s o f t h e i mmu n e k i n a s e s ( Kr e n s e t a l . , 2 0 0 6 ; St e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) , T NFr e c e p t o r a s s o c i a t e d f a c t o r s ( T RA F s ) ( S t e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) , t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s f o r I RF s ( S t e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) a n d NFk B ( Co r r e a e t a l . , 2 0 0 4 ) t h a t h a v e b e e n i d e n t i f i e d f r o m t h e g e n o me d a t a b a s e a r e s u mma r i z e d i n T a b l e 1 . T h e c o n s e r v a t i o n o f mo l e c u l e s i n v o l v e d i n T L R s i g n a l i n g s u g g e s t s t h a t t h e b a s i c p r o g r a m o f g e n e r e g u l a t i o n b y T L R-s i g n a l i n g p a t h wa y s i s c o n s e r v e d a c r o s s v e r t e b r a t e s p e c i e s ( P u r c e l l e t a l . , 2 0 0 6 ) . Ho we v e r , t h e r e a r e o c c as i o n a l d u p l i c a t i o n s , o r l o s s e s , o f t h e s e mo l e c u l e s f r o m b o t h t h e t e l e o s t a n d ma mma l i a n l i n e a g e s ( S t e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e i n t e r a c t i o n s wi t h i n t h e n e t wo r k s i n v o l v e d i n t e l e o s t T L R s i g n a l i n g n e e d t o b e a n a l y z e d t o c l a r i f y t h e d i f f e r e n c e s b e t we e n t e l e o s t s a n d ma mma l s ( S t e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) . I n t h e n e x t s e c t i o n , we s u mma r i z e t h e p r e s e n t k n o wl e d g e r e g a r d i n g t h e mo l e c u l e s i n v o l v e d i n t e l e o s t T L R s i g n a l i n g .
T I R d o ma i n -c o n t a i n i n g a d a p t o r s T h i s g r o u p o f a d a p t o r mo l e c u l e s c o n t a i n s a T I R d o ma i n .
T h e T I R-T I R i n t e r a c t i o n s b e t we e n a n a d a p t o r mo l e c u l e a n d t h e T L R i n t r a c e l l u l a r d o ma i n i n i t i a t e T L R s i g n a l i n g . F o u r k i n d s o f T I R d o ma i n -c o n t a i n i n g a d a pt o r s h a v e b e e n f o u n d i n t e l e o s t s . A l mo s t a l l t h e T I R d o ma i n -c o n t a i n i n g a d a p t o r s r e p o r t e d i n ma mma l s a p p e a r t o b e c o n s e r v e d i n t e l e o s t s .
i ) My D8 8 My D8 8 i s a u n i v e r s a l a d a p t e r mo l e c u l e f o r mo s t T L Rs , e x c e p t T L R3 , a n d a c t i v a t e s i n f l a mma t o r y p a t h wa y s . T h e My D8 8 -d e p e n d e n t p a t h wa y l e a d s t o t h e a c t i v a t i o n o f i mmu n e k i n a s e s a n d t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r NF -k B t h a t r e g u l a t e s t h e e x p r e s s i o n o f i n f l a mmat o r y c y t o k i n e g e n e s ( K a wa i a n d A k i r a , 2 0 0 7 ) . My D8 8 f r o m v a r i o u s f i s h s u c h a s A t l a n t i c s a l mo n ( S k j a e v e l a n d e t a l . , 2 0 0 9 ) , t i g e r p u f f e r ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ) , J a p a n e s e f l o u n d e r ( T a k a n o e t a l . , 2 0 0 6 ) , r a i nb o w t r o u t ( Re b l e t a l . , 2 0 0 9 ) , h a l f -s mo o t h t o n g u e s o l e ( Y u e t a l . , 2 0 0 9 b ) a n d z e b r a f i s h ( J a u l t e t a l . , 2 0 0 4 ; Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ) h a s b e e n r e p o r t e d . I n t r o d u c t i o n o f A t l a n t i c s a l mo n My D8 8 g e n e i n t o h u ma n c e l l l i n e s i n v i t r o r e s u l t e d i n t h e a c t i v a t i o n o f NF -k B a f t e r i n o c u l a t i o n wi t h Cp G ODN ( S k j a e v e l a n d e t a l . , 2 0 0 9 ) . T h e My D8 8 mo r p h a n t s o f z e b r a f i s h a r e n o t a b l e t o e f f e c t i v e l y c l e a r Sa l mo n e l l a e n t e r i c a s e r o v a r T y p h i mu r i u m i n f e c t i o n s ( v a n d e r Sa r e t a l . , 2 0 0 6 ) , a n d t e l e o s t My D8 8 g e n e e x p r e s s i o n i s u p -r e g u l a t e d f o l l o wi n g b a c t e r i a l i n f e c t i o n o f i mmu n e -r e l a t e d t i s s u e s ( T a k a n o e t a l . , 2 0 0 7 ; Y a o e t a l . , 2 0 0 9 ) . T h e s e r e p o r t s i mp l y t h e f u n c t i o n a l i mp o rt a n c e o f t e l e o s t My D8 8 f o r NF -k B a c t i v a t i o n d u r i n g i n f e c t i o n .
i i ) T I RA P ( T o l l / I L -1 a s s o c i a t e d p r o t e i n ) T I RAP i s a l s o k n o wn a s My D8 8 -a d a p t o r -l i k e p r ot e i n ( MA L ) . T h i s a d a p t o r mo l e c u l e me d i a t e s t h e a c t i v at i o n o f t h e My D8 8 -d e p e n d e n t p a t h wa y d o wn s t r e a m o f T L R2 a n d T L R4 i n ma mma l s ( K a wa i a n d A k i r a , 2 0 0 7 ) . T i g e r p u f f e r a n d z e b r a f i s h T I RA P h a v e b e e n r e p o r t e d b y Me i j e r e t a l . ( 2 0 0 4 ) , a n d z e b r a f i s h T I RA P i s s i g n i f ic a n t l y u p -r e g u l a t e d b y i n t r a p e r i t o n e a l c h a l l e n g e wi t h My c o b a c t e r i u m ma r i n u m ( Me i j e r e t a l . , 2 0 0 4 ) .
Ma mma l i a n T I CAM-1 a n d -2 a r e a l s o k n o wn a s T I R d o ma i n -c o n t a i n i n g a d a p t o r i n d u c i n g I F N-b ( T RI F ) a n d T RI F -r e l a t e d a d a p t o r mo l e c u l e ( T RA M) , r e s p e c t i v e l y . On l y o n e t y p e o f T I C A M mo l e c u l e ( t h e f u n c t i o n a l c o u nt e r p a r t o f ma mma l i a n T I C A M-1 ) h a s b e e n f o u n d i n t i g e r p u f f e r , g r e e n p u f f e r a n d z e b r a f i s h . Ph y l o g e n e t i c a l l y , t e l e o s t T I C A M i s e q u a l l y d i s t a n t f r o m b o t h ma mma l i a n T I CA M-1 a n d -2 ( S t e i n e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e r e f o r e , S t a i n e t a l . , ( 2 0 0 7 ) a n d S u l l i v a n e t a l . ( 2 0 0 7 ) s u g g e s t e d t h a t t h e t wo c o p i e s o f t h e T I C A M g e n e s f o u n d i n ma mma l s a r e d u e t o t h e d u p l i c a t i o n o f a n a n c e s t r a l g e n e i n t h e ma mma l i a n l i n e a g e a n d s u b s e q u e n t d i v e r g e n c e .
Ma mma l i a n T I CAM-1 i s r e c r u i t e d b y T L R3 a n d T L R4 , a n d a c t i v a t e s t h e My D8 8 -i n d e p e n d e n t p a t h wa y r e s u l t i n g i n t h e a c t i v a t i o n o f NF -k B a n d I RF 3 . I n t h e My D8 8 -i n d e p e n d e n t p a t h wa y , NF -k B i s a c t i v a t e d v i a t h e T RA F 6 -me d i a t e d a n d / o r RHI M d o ma i n -c o n t a i n i n g p r o t e i n 1 ( RI P 1 ) -me d i a t e d p a t h wa y , wh i l e I RF 3 i s p h o sp h o r y l a t e d a n d a c t i v a t e d b y T ANK -b i n d i n g k i n a s e 1 ( T BK 1 ) . T RAF 3 a c t s a s a l i n k e r b e t we e n T I CAM-1 a n d T B K 1 i n ma mma l s t o p r o d u c e t y p e I I F N ( K u ma r e t a l . , 2 0 0 9 ) . T e l e o s t T I CA M-1 i s a l s o i n v o l v e d i n s i g n a l t r a n s d u ct i o n b y T L R3 a n d T L R2 2 t o a c t i v a t e NF -k B , a n d i n t h e p r o d u c t i o n o f I F N, a l t h o u g h t e l e o s t T I CA M-1 d o e s n o t a c t i v a t e I RF 3 ( F a n e t a l . , 2 0 0 8 ; Ma t s u o e t a l . , 2 0 0 8 ; Os h i u mi e t a l . , 2 0 0 8 ) . F u r t h e r , z e b r a f i s h T I CAM-1 d o e s n o t a c t i v a t e NF -k B v i a T RA F 6 b e c a u s e i t d o e s n o t c o n t a i n a T RAF 6 -b i n d i n g mo t i f a t i t s N-t e r mi n u s ( S u l l i v a n e t a l . , 2 0 0 7 ) ; t h i s i s d i f f e r e n t f r o m t h e ma mma li a n T I CAM-1 s y s t e m. Su l l i v a n e t a l . ( 2 0 0 7 ) d e mo ns t r a t e d t h e i n t e r a c t i o n o f z e b r a f i s h T I CA M-1 wi t h RI P 1 a n d t h e s u b s e q u e n t a c t i v a t i o n o f NF -k B , a s o c c u r s i n ma mma l s . T h u s , NF -k B -me d i a t e d a c t i v a t i o n o f t h e My D8 8 -i n d e p e n d e n t p a t h wa y i n z e b r a f i s h i s d e p e n d e n t u p o n t h e i n t e r a c t i o n b e t we e n T I CAM-1 a n d RI P 1 ( S u l l i v a n e t a l . , 2 0 0 7 ) . Z e b r a f i s h T I C A M-1 i s a l s o a b l e t o a s s o c i a t e wi t h T BK 1 . Ho we v e r , i t i s u n c l e a r wh a t r o l e t h i s p l a y s i n t h e p r o d u c t i o n o f I F N, b e c a u s e z e b r a f i s h I F N i s p r o d u c e d wi t h o u t I RF 3 a c t i v a t i o n ( S u l l i v a n e t a l . , 2 0 0 7 ) . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e d a t a s u gg e s t t h a t I F N p r o d u c t i o n t h r o u g h t h e T I C A M-1 p a t h wa y i n t e l e o s t s i s d i f f e r e n t f r o m t h a t i n ma mma l i a n s y s t e ms ( S u l l i v a n e t a l . , 2 0 0 7 ; S e y a e t a l . , 2 0 0 9 ) . Ma mma l i a n T I C A M-2 s e l e c t i v e l y p a r t i c i p a t e s i n t h e a c t i v a t i o n o f t h e My D8 8 -i n d e p e n d e n t p a t h wa y d o wns t r e a m o f T L R4 , b u t n o t T L R3 ( K a wa i a n d A k i r a , 2 0 0 7 ) . T h e t e l e o s t a d a p t o r c o r r e s p o n d i n g t o ma mma l i a n T I CAM-2 h a s n o t b e e n i d e n t i f i e d i n a n y f i s h , e v e n t h o u g h z e b r a f i s h a n d t h e r a r e mi n n o w h a v e T L R4 . I t i s s p e c u l a t e d t h a t t h e a b s e n c e o f T I C A M-2 i s a o n e o f t h e r e a s o n s t h a t I F N i n d u c t i o n a n d e n d o t o x i n s h o c k i n r e s p o n s e t o L P S d o n o t o c c u r i n z e b r a f i s h ( F a n e t a l . , 2 0 0 8 ) .
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